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E ABSTRACT: Molecular genetics of populations inversion polimorphisms in 
Drosophila. The reduction of recombination is one of the genetic consequen- 
ces of paracentric inversions. Likewise, it is widely accepted that inversion poly- 
morphisms are selectively maintained. Inversion Payne in the left arm of the 
third chromosome of In(3L)P is one of four cosmopolitan inversions occurring 
on each of the major autosomal arms of Drosophila melanogaster. This inver- 
sion exhibits parallel latitudinal clines in several continents. The objective of the 
present paper is to investigate the possible effects of recombination and natural 
selection on the In(3L)P polimorphism. With this aim we analyzed nucleotide 
variation in 16 D. melanogaster and one D. simulans lines for three genomic re- 
gions located along the inverted segment: the break point (BP) regions them- 
selves, the gene region of the heat shock protein locus (hsp-83) located close to 
the distal BP and the locus esterase-6 which is in the middle of the inversion. 
The analysis of the results showed different patterns of variation in the regions 
surrounding the BPs and in the center of the inversion. On one hand, in the BPs 
and Hsp-83, the In(3L)P lines were less variable than standard (st) lines and the- 
re are no shared polymorphisms between arrangements. Conversely, for est-6 
we observed similar levels of variation in both arrangements and a high num- 
ber of shared polymorphisms. In both regions, intraspecific nucleotide variation 
and between species divergence do not departed from neutral expectations as 
based on Tajima, Fu & Li, Hudson et al. and simulation tests. Our results allow 
us to conclude that: 1., the supression of recombination is more effective in the 
BPs regions; 2., the reduced polymorphism in inverted lines can be the result of 
selective fixations; 3., nucleotide variation do not support the view that In(3L) P 
is a balanced polymorphism and 4., InGL)P is a relatively recent polymorphism 
that could explain the lack of significance in the neutrality tests. 


INTRODUCCION 


La mayoria de los estudios que emplean mar- 
cadores moleculares pueden ser considerados co- 
mo intentos para estimar filogenias, por debajo o 
por encima del nivel de especie. Es asi que pue- 
den estudiarse las relaciones filogenéticas desde 
el nivel microevolutivo hasta el macroevolutivo, 
analizando la identidad genética, el parentesco, 
la diferenciación interpoblacional, la diferencia- 
ción entre poblaciones aisladas reproductiva- 
mente y la estructura filogenética a distintas pro- 
fundidades en el árbol de la vida, con diferentes 
marcadores moleculares (Avise, 1993). 
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La genética de poblaciones no ha hecho una 
contribución relevante en el uso e interpretación 
de las filogenias en la tradición darwiniana (Har- 
ding, 1996). Sin embargo, recientemente ambos 
niveles de indagación han arribado a una fértil 
confluencia, ya que los genetistas de poblaciones 
han sabido apreciar el alto contenido de informa- 
ción presente en los árboles de genes. Además, la 
indagación microevolutiva se ha enriquecido al 
apreciar el valor de modelos estocásticos como hi- 
pótesis nula en la dilucidación de los mecanismos 
evolutivos (Hudson, 1990, 1993; Harding, 1996). 

Antes de la era del ADN, los datos sobre poli- 
morfismos moleculares consistían en frecuencias 
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de electromorfos, alelos distinguidos por su movi- 
lidad en geles electroforéticos. Sin embargo, 
cuando por electroforesis dos copias homólogas 
pueden diferenciarse, no es posible determinar 
cuán diferentes son, mientras que si las dos co- 
pias no son diferenciables, no podemos estar se- 
guros si realmente son idénticas o simplemente se 
trata de convergencia en ciertas propiedades rela- 
cionadas con la movilidad electroforética. Las 
técnicas modernas del ADN permiten obtener co- 
lecciones de secuencias de regiones homólogas 
que brindan información detallada acerca de la 
genealogía de los alelos muestrados. Este tipo de 
datos no solo representa el nivel de resolución 
genética más alto, sino que también ha llevado al 
desarrollo de la teoría de las Genealogías Géni- 
cas (Hudson, 1990). 


Genealogías génicas y la teoría de la Coalescen- 
cia. Los datos del ADN proveen información que 
nos permite establecer qué secuencias están más 
relacionadas entre sí y el tiempo que ha transcu- 
rrido desde que dos secuencias compartieron un 
ancestro común. Si las secuencias pertenecen a 
individuos de diferentes especies, entonces la in- 
formación que es representada como un árbol fi- 
logenético, provee las relaciones evolutivas entre 
las especies. En cambio, si las secuencias perte- 
necen a individuos de una misma especie, la in- 
formación es genealógica y las representaciones 
son árboles de genes o genealogías génicas. 

La teoría matemática que estudia las propieda- 
des de las genealogías de genes se denomina teo- 
ría de la Coalescencia (Hudson, 1990). El modelo 
básico supone una población diploide panmíctica 
en la cual no hay selección y con un tamaño efec- 
tivo Ne (Kaplan et al., 1988, 1989; Hudson, 1993). 

El modelo de coalescencia es un modelo de 
deriva retrospectivo. Es decir, que un árbol repre- 
senta una ronda de evolución por deriva genética 
en un único locus. En este modelo sin recombina- 
ción, las líneas ancestrales coalescen cuando 
comparten un ancestro común (un padre, abuelo, 
bisabuelo, etc.). Los eventos de coalescencia tie- 
nen lugar entre pares de linajes individuales y 
cuando ocurren, el número de linajes se reduce 
en uno. En este marco, se ha demostrado que el 
ancestro común de 2N alelos actuales habría 
existido 4Ne generaciones atrás (Hudson, 1990; 
Harding, 1996). 

- Las propiedades estadísticas de las genealogias 
dependen de factores tales como el tamaño po- 


blacional, la estructura geográfica y la presencia 
de alelos mantenidos selectivamente. La depen- 
dencia de las genealogías de estos factores demo- 
gráficos es natural, ya que su estructura depende 
tanto de quienes han tenido descendencia, quie- 
nes han migrado y hacia donde, y quién es porta- 
dor de algún alelo selectivamente importante 
(Hudson, 1990). También es claro que las muta- 
ciones estrictamente neutras no afectarán las ge- 
nealogías. 

Una vez definido un modelo neutro dado t 
(número de generaciones desde el ancestro co- 
mún más cercano entre dos secuencias homólo- 
gas), es posible predecir el número de mutacio- 
nes en las líneas de descendencia que llevan a las 
secuencias actuales, ya que será función de dos 
parámetros: la tasa de mutación y el tiempo. Si to- 
mamos este proceso como nuestra hipótesis nula, 
la migración, la selección y fluctuaciones en el 
tamaño de la población tenderán a distorsionar la 
genealogía (Hudson, 1990). En otras palabras, la 
hipótesis nula parte del hecho de que la genealo- 
gía esperada es aquella que derivaría de una po- 
blación bajo ciertas condiciones y que la selec- 
ción, en sus varias formas, la distorsiona. 

En el marco de la teoría Neutralista la variabi- 
lidad (la heterocigosis) depende del equilibrio en- 
tre dos procesos: el origen de nuevas variantes 
por mutación y su pérdida por efectos de mues- 
treo en poblaciones finitas (Kimura, 1983). De es- 
te modo, en una población en equilibrio deriva- 
mutación, la historia de una población consiste 
en un desfile continuo de variantes neutras que 
ingresan a la población, permanecen durante al- 
gún tiempo hasta que se pierden o se fijan por 
azar. Estas variantes tienen un tiempo medio de 
permanencia. Además, la teoría Neutralista predi- 
ce que la divergencia para un locus cuya variabi- 
lidad es neutra, depende solamente de la tasa de 
mutación neutra (Kimura, 1983). 

Por el contrario, un polimorfismo equilibrado es 
aquel cuya esperanza de vida (tiempo promedio 
antes de la fijación o pérdida de un alelo) excede 
la de una mutación neutra. Asimismo, el ligamien- 
to conduce a que el destino de polimorfismos indi- 
viduales no sea independiente, y cuando uno de 
los polimorfismos tiene acortada o incrementada la 
esperanza de vida por selección natural, se tradu- 
ce en niveles de variación neutra diferentes de los 
esperados en regiones ligadas (Kaplan et al., 1989). 

Uno de los únicos estudios que ha probado el 
modelo anterior es el que Hudson et al. (1987) 
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realizaron sobre el polimorfismo del locus alco- 
hol deshidrogenasa (Adh) de D. melanogaster, 
que consiste en la presencia de dos variantes 
electroforéticas que difieren por la sustitución de 
un solo aminoácido. Hudson et al. (loc. cit.) ob- 
servaron un exceso de polimorfismo neutro alre- 
dedor del sitio correspondiente al polimorfismo 
electroforético que atribuyeron a la selección 
equilibradora. 

Los polimorfismos cromosómicos por inversio- 
nes paracéntricas en el género Drosophila se en- 
cuentran entre los ejemplos más claros de poli- 
morfismos mantenidos selectivamente y constitu- 
yen un sistema-modelo para la puesta a prueba 
de las predicciones teóricas de la teoría de las 
Genealogías Génicas. Además, es importante re- 
cordar que dichos reordenamientos son herra- 
mientas útiles en la reconstrucción de la historia 
evolutiva de muchos grupos de especies dentro 
del género (Krimbas & Powell, 1992). 

Una de las principales suposiciones en los es- 
tudios de los polimorfismos de inversión es que 
cada reordenamiento es monofilético, es decir 
que los cromosomas que muestran el mismo or- 
denamiento de genes se han originado a partir de 
un único evento mutacional (Dobzhansky, 1970). 
Sin embargo, la idea de que las inversiones pue- 
dan ser eventos recurrentes con puntos de rotura 
(PR) aparentemente idénticos al nivel de resolu- 
ción citológico, encuentra cierto sustento en la 
relación observada entre elementos genéticos 
transponibles y la ocurrencia de reordenamientos 
cromosómicos en D. melanogaster (Krimbas & 
Powell, 1992). 

Cuando ocurre una nueva inversión, captura 
una combinación particular de alelos de los loci 
incluidos en el segmento involucrado en el reorde- 
namiento; poco tiempo después el contenido ge- 
nético de todos los cromosomas portadores de la 
misma ordenación será idéntico. Esta identidad co- 
menzará a disminuir con el tiempo debido al inter- 
cambio de material genético entre la nueva inver- 
sión y la ancestral como resultado de la recombi- 
nación, ya sea por dobles entrecruzamientos y/o 
por conversión génica en los heterocariotipos, así 
como por la acumulación de nuevas mutaciones 
(Krimbas & Powell, 1992). Esto llevará, simulta- 
neamente, a que el contenido génico de la nueva 
inversión tienda a parecerse más a la ordenación 
de la que deriva y a aumentar la heterogeneidad 
entre los cromosomas portadores de la nueva orde- 
nación. Es decir, que las asociaciones entre el nue- 
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vo reordenamiento y los alelos de los loci inclui- 
dos, comenzarán a decaer hasta hacerse cero. El 
tiempo que tardan en desaparecer estas asociacio- 
nes es función de la tasa de recombinación, aun- 
que otros factores tales como la selección natural 
y la deriva pueden jugar un papel importante. 

La hipótesis que los polimorfismos de inver- 
sión están mantenidos por selección natural, está 
apoyada, en general, por evidencias indirectas: 
tales como patrones de variación clinal a lo largo 
de gradientes geográficos y/o climáticos (Hasson 
et al., 1995; Krimbas & Powell, 1992) y por la va- 
riación estacional de las frecuencias de las va- 
riantes cromosómicas. Sin embargo, debido prin- 
cipalmente a la falta de marcadores genéticos 
apropiados, nunca ha sido posible descartar hipó- 
tesis alternativas a la selección. Es por esto que la 
utilización de metodologías moleculares y el aná- 
lisis de los patrones de variación en el marco de 
la teoría de las Genealogías Génicas, brinda un 
marco metodológico y teórico potente para dilu- 
cidar dos cuestiones relacionadas con los poli- 
morfismos de inversión: 1. ¿Las inversiones cro- 
mosómicas son monofiléticas o representan even- 
tos mutacionales recurrentes que no pueden ser 
resueltos a nivel citológico? La comparación di- 
recta de las secuencias de algunos genes asocia- 
dos al polimorfismo cromosómico, en múltiples 
copias de cromosomas estándar (St) y portadores 
de diferentes inversiones puede permitir resolver 
esta cuestión. 2. ¿Existe evidencia de que los po- 
limorfismos se mantienen por selección equili- 
bradora? El patrón de diversidad de secuencias 
dentro y entre ordenaciones puede ser utilizado 
para inferir los procesos que han operado duran- 
te la evolución de las inversiones; contrastando el 
patrón de diversidad nucleotídica con los niveles 
de variación en genes localizados fuera de la in- 
versión y con los niveles de divergencia respecto 
de una especie relacionada. 


MATERIALES Y MÉTODOS 


En el estudio se incluyeron dieciséis indivi- 
duos de D. melanogaster, homocigóticos para el 
cromosoma 3, nueve de los cuales eran portado- 
res de la ordenación estándar en el brazo izquier- 
do (3L) y siete homocigóticos para la inversión 
In(3L)Payne. Todos los individuos utilizados se 
habían hecho isogénicos mediante cruzamientos 
con cepas equilibradoras. Además, se utilizó co- 
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mo grupo externo la especie gemela D. simulans. 

Se analizaron tres regiones genómicas, cuyas 
ubicaciones relativas en el cromosoma 3L de D. 
melanogaster se presentan en la figura 1: las se- 
cuencias adyacentes a los puntos de rotura (PRs) 
distal y proximal de la inversión (comprendiendo 
un total de 2420 pares de bases -pb-), un frag- 
mento del gen Heat shock 83 -hsp83- (1390 pb) 
que se encuentra muy próximo al punto de rotu- 
ra distal y un fragmento del gen Esterasa-6 -est-6- 
(1700 pb) que se localiza en el centro del seg- 
mento involucrado en el reordenamiento. 

Estas regiones fueron amplificadas mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utili- 
zando cebadores (“primers”) específicos y ADN 
genómico extraído de moscas individuales. Pos- 
teriormente, se obtuvieron ADNs monocatenarios 
mediante la metodología de Higuchi & Ochman 
(1989), para su secuenciación manual según el 
método de Sanger et al. (1977). 


RESULTADOS 


Variabilidad y divergencia en las regiones estu- 
diadas. Los niveles de variación nucleotídica si- 
lenciosa, es decir variantes que no se traducen en 
cambios en la secuencia de aminoácidos de la 
proteína codificada, pueden estimarse sobre la 
base del número de sitios polimórficos (S) y el nú- 
mero medio de diferencias entre secuencias (r), 
en ambos casos por sitio nucleotídico. Ambos es- 
tadísticos, S y n son estimadores de la heterocigo- 
sis (9) que bajo la teoría Neutralista es igual al pro- 
ducto entre el tamaño efectivo de la población y 
la tasa de mutación neutra (4Ne u). Los valores de 
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S y T se presentan en la figura 2, junto con los va- 
lores de divergencia (d) expresados como el núme- 
ro medio de diferencias entre pares de secuencias 
por sitio entre D. melanogaster y D. simulans, pa- 
ra las tres regiones genómicas estudiadas. Los va- 
lores de heterocigosis y divergencia estimados en 
el gen triosa fosfato isomerasa (tpi) (Hasson et al., 
1998) se incluyen también en la figura 2 con un fin 
comparativo, dado que este locus se encuentra en 
el brazo 3R y por lo tanto segrega independiente- 
mente del polimorfismo cromosómico. 

Un aspecto importante del diagrama de barras 
de la figura 2 es la heterogeneidad entre las regio- 
nes analizadas, tanto en relación con el polimor- 
fismo como con la divergencia interespecífica. 
Fst-6 fue la región más variable y la que más di- 
ferencias exhibió en la comparación interespecí- 
fica. La variabilidad detectada en este gen fue no 
solamente silenciosa, sino que también se obser- 
varon sustituciones de reemplazo de aminoáci- 
dos, presentes tanto como polimorfismos como 
diferencias fijadas entre especies. Este patrón de 
variación contrasta claramente con el observado 
en hsp-83, en el cual no solamente la variabilidad 
fue sustancialmente menor sino que todas las sus- 
tituciones fueron sinónimas, tanto las polimórfi- 
cas como las diferencias entre especies. Estas ob- 
servaciones ilustran que las tasas de sustitución 
son significativamente diferentes entre ambos ge- 
nes y el alto grado de conservación en la secuen- 
cia de aminoácidos de hsp-83. 

Polimorfismo asociado a las ordenaciones St e 
In(3L)P. Los niveles de heterocigosis específica 
asociados a las ordenaciones St e In(3L)P en cada 
una de las regiones estudiadas se presentan en la 
figura 3, estimados sobre la base del número me- 










est-6 PR 
69A 1-5 proximal 
hsp-83 PR distal 72E 1-2 
63B 63B8-11 


Fig. 1. Diagrama del brazo izquierdo del cromosoma 3 de D. melanogaster mostrando las posiciones relativas de 
los puntos de rotura de In(3L)Payne y los loci hsp-83 y est-6. 
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Fig. 2. Polimorfismo (0 y 7%) y divergencia interespecífica (d) en la secuencia de nucleótidos de las regiones ge- 


nómicas estudiadas. 


dio de diferencias entre cromosomas portadores de 
la misma ordenación y entre ordenaciones diferen- 
tes. Pueden observarse importantes diferencias en- 
tre las regiones asociadas a los PRs y hsp-83 con 
respecto a est-6 que está localizado en el centro 
del segmento invertido. Tanto para hsp-83 como 
para los PRs la variación nucleotídica es un orden 
de magnitud mayor en la muestra de cromosomas 
St respecto de la muestra de cromosomas In(3L)P. 
Además, en las regiones cercanas a los puntos de 
rotura hay ocho diferencias fijadas entre ordena- 
ciones, siete corresponden a sustituciones de nu- 
cleótidos, (6 en los PRs y 1 en hsp-83) y la restan- 
te es la deleción de un codón entero que se en- 
cuentra fijada en la muestra de portadores de 
In(3L)P. Es importante señalar que para los PRs y 
hsp-83 no se observaron polimorfismos compar- 
tidos entre ordenaciones. Por el contrario, en est- 
6, los niveles de variabilidad silenciosa y de 
reemplazo fueron similares entre ordenaciones 
(Fig. 3), no se observaron diferencias fijadas y va- 
rios sitios fueron polimórficos en las muestras de 
ambas ordenaciones. 

Estos aspectos diferentes de la variabilidad nu- 
cleotídica en las regiones estudiadas se ven refle- 
jados en los árboles Neighbor-Joining (Saitou & 
Nei, 1987) que se presentan en las figuras 4 y 5 . 
La genealogía obtenida con la información corres- 
pondiente a las regiones adyacentes a los PRs y 
hsp83 muestra que los cromosomas portadores de 
la inversión forman una agrupación consistente 
con alto valor de significación estadística (Fig 4). 
Otro aspecto de esta genealogía, que es coheren- 


te con la observación de una mayor variabilidad 
en la muestra de cromosomas St, es la mayor pro- 
fundidad de la rama que los reúne, con respecto a 
la que agrupa a los cromosomas invertidos. En 
contraste, en el árbol generado con la variabilidad 
sinónima observada en el gen est-6, los cromoso- 
mas invertidos no forman un único agrupamiento, 
sino que se encuentran formando varios “clus- 
ters”, lo cual sugiere que han tenido lugar al me- 
nos dos eventos de recombinación entre ordena- 
ciones, ya sea por “crossing over” o conversión 


génica (Fig. 5). 
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Pruebas de ajuste a modelos neutros o ¿está 
mantenido el polimorfismo In(3L)P / St por se- 
lección equilibradora? El ajuste de la variabilidad 
silenciosa detectada en las tres regiones estudia- 
das a modelos de evolución neutra, se realizó uti- 
lizando las siguientes pruebas estadísticas: 

1. Tajima (1989): bajo la hipótesis nula de neutra- 
lidad selectiva, los dos estimadores de la hetero- 
cigosis (8 = 4Ne yw), S basado en el número de si- 
tios polimórficos y m en el número de diferencias 
promedio entre pares de secuencias, no deberían 
diferir significativamente. En cambio, las discre- 
pancias respecto de un modelo neutro podrían 
deberse a dos causas posibles, por un lado, cuan- 
do S es mayor que rz, podría indicar un exceso de 
variantes en baja frecuencia resultante de selec- 
ción direccional; en cambio si m es mayor que S, 





la selección equilibradora surge como una expli- 
cación plausible del exceso de variantes en fre- 
cuencias intermedias. 
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Fig. 3. Comparación de los niveles de polimorfismo silencioso, dentro y entre cromosomas St e 
In(3L)P, en las tres regiones genómicas estudiadas. 
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Fig. 5. Arbol “Neighbor-Joining” basado en los datos 
de variación en la secuencia de nucleótidos en el locus 
est-6, en nueve cromosomas St (*) y siete In(3L)P (0) de 
D. melanogaster y uno de D. simulans. Los números so- 
bre las ramas indican los valores de 1000 “bootstraps” 
y la barra representa 6 diferencias de nucleótidos. 





2. Fu € Li (1993): se basa en la comparación en- 
tre el número de mutaciones observadas en ra- 
mas internas y externas de la genealogía. Las mu- 
taciones más antiguas tenderán a estar en las ra- 
mas internas mientras que las mutaciones más re- 
cientes en las ramas externas. Se definen como 
mutaciones externas a aquellas cuya frecuencia 
es 1/n (n = tamaño de la muestra). La compara- 
ción entre el número de mutaciones externas con 
el número total de mutaciones observadas en la 
genealogía, brinda la posibilidad de poner a 
prueba el modelo neutralista. Un exceso de mu- 
taciones externas podría ser el resultado de selec- 
ción direccional reciente, en cambio un exceso 
de mutaciones internas puede considerarse un in- 
dicio de selección equilibradora. 

3. Hudson et al. (1987): la teoría Neutralista pre- 
dice que el polimorfismo y la divergencia debe- 
rían estar correlacionados (Kimura, 1983). Es de- 
cir, loci con niveles elevados de polimorfismo de- 
berían mostrar altos niveles de divergencia. Por lo 
tanto, la teoría Neutralista predice que el cocien- 
te entre polimorfismo y divergencia interespecífi- 
ca debería ser similar para diferentes loci. Un lo- 
cus con un exceso de polimorfismo, debería mos- 
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trar una relación polimorfismo / divergencia ma- 
yor respecto de un locus neutro. 

Ninguna de las tres pruebas mostró indicios de 
que la variabilidad detectada en las regiones es- 
tudiadas se apartara significativamente de lo es- 
perado bajo un modelo de neutralidad selectiva 
(Hasson & Eanes, 1996). 

El impacto de un polimorfismo de inversión 
sobre la variabilidad neutra en loci ligados puede 
estudiarse también mediante pruebas de simula- 
ción. Utilizando el método Monte Carlo es posi- 
ble generar un gran número de árboles, cada uno 
de los cuales consiste en una muestra aleatoria de 
n secuencias en las cuales hay S sitios polimórfi- 
cos que se distribuyen al azar entre las ramas del 
árbol (Hudson, 1990). De este modo es posible 
examinar algunas hipótesis asociadas con la dis- 
tribución de los polimorfismos entre y dentro de 
cromosomas St e invertidos. Hemos analizado la 
probabilidad de ausencia de polimorfismo en las 
secuencias correspondientes a los PRs y a Hsp83 
en nuestra muestra de cromosomas invertidos, 
cuando en la muestra total se observaron 54 sitios 
segregantes. Este evento apareció con una fre- 
cuencia elevada en la muestra de 10.000 árboles 
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generados por el programa de simulación. Por el 
contrario, la probabilidad de observar siete o más 
diferencias fijadas entre cromosomas invertidos y 
Sten las regiones asociadas a los PRs, cuando el 
total de sitios polimórficos es de 54, fue muy ba- 
ja (7%) en las 10.000 simulaciones. 


DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 


Tanto para las regiones que rodean los puntos 
de rotura como para el gen hsp-83, los valores de 
divergencia y polimorfismo fueron comparables a 
los observados en otros genes de D. melanogaster 
(Moriyama & Powell, 1996). Asimismo, los nive- 
les de variabilidad estimados para el locus est-6 
son comparables a los informados recientemente 
por Oakeshott et al. (1993) y Karotam et al. 
(1995). El patrón de distribución de la variabili- 
dad entre ordenaciones sugiere un origen mono- 
filético de la inversión a partir de la ordenación 
ancestral St. Los cromosomas portadores de la or- 
denación In(3L)P muestran niveles de variabili- 
dad muy bajos, significativamente menores que 
los observados entre los portadores de la ordena- 
ción St. Esta observación sugiere que la inversión 
podría ser muy reciente, de modo que el tiempo 
transcurrido desde su origen no habría sido sufi- 
ciente para que la recombinación y la mutación 
hubieran restaurado los niveles de variabilidad 
normales en la región. Sin embargo, tanto la pre- 
sencia de un importante número de diferencias fi- 
jadas entre ordenaciones así como las observa- 
ciones en el locus est-6 respecto de la ausencia 
de diferencias y el alto número de polimorfismos 
compartidos entre ordenaciones, sugiere que este 
polimorfismo no sería tan reciente. 

Hay dos explicaciones posibles para nuestra 
observación de un bajo polimorfismo en la 
muestra de cromosomas In(3L)P. En las adyacen- 
cias de los puntos de rotura los niveles de re- 
combinación entre ordenaciones son bajos, un 
reflejo de esto es la ausencia de polimorfismos 
compartidos. Una predicción de la genética de 
poblaciones es que en zonas con bajos niveles 
de recombinación, la aparición de una variante 
selectiva y su posterior fijación puede llevar a 
una disminución de la variabilidad en las zonas 
ligadas al sitio “blanco” de la selección. En estos 
eventos selectivos periódicos, la variante favore- 
cida “arrastrará” en su camino a la fijación, a 
aquellas variantes presentes en sitios vecinos lle- 
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vando “por arrastre” a una disminución de la va- 
riación en la región (hipótesis del “hitchhicking”, 
Kaplan et al., 1989). Esta explicación podría tam- 
bién dar cuenta de la presencia de una variante, 
seguramente perjudicial, correspondiente a la 
deleción de un codón que está fijada en la mues- 
tra de cromosomas portadores de la inversión, 
en el locus hsp-83, que codifica una proteína 
evolutivamente muy conservada. La única expli- 
cación posible para esta observación es que ha- 
ya sido arrastrada por otra mutación, físicamen- 
te cercana, que se habría fijado rápidamente por 
selección en la población de cromosomas inver- 
tidos. La otras explicación posible es la deriva 
genética, ya que el tamaño efectivo de la pobla- 
ción de cromosomas portadores de la inversión 
es bajo debido a una frecuencia global de alre- 
dedor del 10 %. | 

Los efectos de la deriva deberían observarse 
en todos los genes de la inversión, porque la ba- 
ja heterocigosidad sería simplemente el resulta- 
do del bajo número efectivo de cromosomas 
In(3L)P. En cambio, los efectos de la selección 
periódica sobre la variación neutra sólo afecta- 
rían la región en la cual la recombinación está 
disminuida. Es decir que las predicciones de am- 
bas hipótesis son distintas. 

El estudio simultáneo del locus est-6 permite 
distinguir entre ambas posibilidades. El elevado 
nivel de polimorfismo, los niveles de variabilidad 
nucleotídica similares en las muestras de cromo- 
somas St e invertidos, y la existencia de polimor- 
fismos compartidos que sugieren altos niveles de 
recombinación entre ordenaciones, apoyan la hi- 
pótesis del “hitchhicking”. De hecho, los niveles 
actuales de variación en est-6 en los portadores 
de la inversión son consistentes con lo esperado, 
dada su frecuencia global y la magnitud de la ta- 
sa de recombinación en heterocigotas estructura- 
les estimadas en regiones intermedias de la inver- 
sión Payne del brazo 3L (Payne, 1924). 

Además, nuestros resultados demuestran que 
a medida que nos alejamos de los puntos de ro- 
tura la recombinación en heterocariotipos es un 
proceso que se debe tomar en cuenta al conside- 
rar la historia evolutiva de un polimorfismo de 
inversión (Krimbas & Powell, 1992). Por un lado, 
es posible reconstruir la historia evolutiva utili- 
zando loci cercanos a los PR, mientras que en el 
medio del segmento invertido la historia evoluti- 
va real está desdibujada debido a los efectos de 
la recombinación. 
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Interpretación de los árboles. Los patrones de 
variación observados en las regiones génicas 
cercanas a los puntos de rotura, sugieren que to- 
dos los cromosomas invertidos comparten un 
único ancestro común, es decir que todos pro- 
vienen de un mismo evento de inversión, o di- 
cho de otra manera, son monofiléticos. En cam- 
bio, cuando dirigimos nuestra atención a los pa- 
trones observados en el locus est-6, los cromo- 
somas invertidos parecen ser polifiléticos. Sin 
embargo, una explicación más adecuada, a la 
luz de los patrones observados en los puntos de 
rotura, es que el intercambio de información ge- 
nética por recombinación habría tenido tiempo 
suficiente para redistribuir la variación nucleotí- 
dica entre ordenaciones. 


Estimación de la antigüedad del polimorfismo. 
Cualquier estimación de la antigüedad del poli- 
morfismo, debe tomar en cuenta que alguna di- 
vergencia debe haber existido entre cromosomas 
St antes de la aparición de la inversión, y por lo 
tanto, la actual divergencia entre ordenaciones 
debe incluir el nivel original de divergencia. Da- 
do que contamos con la secuencia homóloga a 
los PR de D. simulans, es posible estimar la edad 
del polimorfismo en forma relativa al tiempo de 
divergencia entre D. melanogaster y D. simulans. 

El número promedio de diferencias entre cro- 
mosomas St es 14,5, y el número medio de dife- 
rencias observadas entre ordenaciones fue de 
23,6, lo que permite calcular una divergencia ne- 
ta de 9,1 diferencias. Es decir que se han acumu- 
lado 9,1 diferencias entre ordenaciones desde el 
origen de la inversión. Este valor corresponde 
aproximadamente al 10,4 % del número neto de 
diferencias entre D. melanogaster y D. simulans 
(102 diferencias menos 14,5 diferencias entre 
cromosomas St). Recientemente el tiempo de di- 
vergencia entre ambas especies se ha datado en 
3,4 millones de años (Hey & Kliman, 1993), lo 
que nos permite inferir que la inversión In(3L)P 
habría ocurrido hace aproximadamente 0,36 mi- 
llones de años (Hasson & Eanes, 1996). 


¿Es o no es un polimorfismo equilibrado? La acu- 
mulación de diferencias entre ordenaciones es una 
característica de los PR y de los loci adyacentes, 
pero con ninguna de las pruebas convencionales 
de neutralidad se rechazó la hipótesis nula, sin em- 





bargo la presencia de siete diferencias fijadas en 
las simulaciones de Monte Carlo es un aspecto que 
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roza la significación estadística (P = 0,07). ¿Esto 
significa que el polimorfismo St/in(3L)P no es un 
polimorfismo equilibrado tal y como lo sugieren 
las pruebas de neutralidad? 

En este sentido Simonsen et al. (1995) han se- 
ñalado la baja potencia de las pruebas estadísti- 
cas mencionadas y las consecuencias problema- 
ticas que esto trae aparejado. Evidentemente, en 
el caso estudiado, la mejor explicación parece ser 
que aún no ha transcurrido el tiempo necesario 
para que se haya acumulado un número de dife- 
rencias entre arreglos suficiente para ser detecta- 
dos por las pruebas de neutralidad selectiva. 
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